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« Nouveaux moyens pour la prevention des leishinanioses » 

L'invention a pour objet de nouveaux moyens pour la prevention des 
leishmanioses chez I'animal et chez I'homme. 
5 EUe vise en particulier des mol6cules d'acides nucl6iques codant pour 

des f acteurs de virulence ou de pathog6nidt6 chez Leishmania et leur utilisation pour 
produire de tels facteurs afin d'61aborer des compositions vaccinales contre les 
leishmanioses, 

Les leishmanioses repr^sentent I'une des six maladies parasitaires 
"0 majeures et sont consid6r6es, k ce titre, comme prioritaires par I'Organisation 
Mondiale de la Sant6 (O.M.S). Les leishmanies existent sous la forme promastigote 
extracellulaire, k Tinterietir du tube digestif de I'insecte vecteur (le phl6botome), et 
sous la forme amastigote intracellulaire, chez l'h6te mammiffere. Plusieurs mol6cules, 
dont les lypophosphoglycanes (LPG) ou une m6talloprot6ase appel6e gp63, semblent 
'5 jouer un rdle important dans le pouvoir infectieux et la pathogenicity du parasite. 
Plus recemment, une famille de glycoproteines appelees antig^nes de surface de 
promastigotes, PSA (pour "Promastigote Surface Antigens"), a suscite un interSt 
nouveau. Ces PSA sont caract6ris6es par la presence de motifs repetes riches en 
leucine pouvant intervenir dans les interactions de type prot6ine/proteine et 
10 conferent ime immunite protectrice k mediation cellulaire de type Th 1 chez la souris. 
Chez des organismes, tels que les bacteries ou les plantes, il est apparu que les PSA 
etaient impliquees dans des fonctions comme Tadhesion cellulaire, la resistance aux 
pathogenes et la transduction de signaux. 

Cependant, aticun r61e biologique n'a 6t6 d6crit, ni sugg6re, chez 

?5 Leishmania. 

Ce r61e a pu §tre 6tudi6 par les inventeurs grace k la technique qu'ils 
detierment pour cultiver des promastigotes et des amastigotes de Leishmania dans des 
conditions aseriques et axeniques , avec un milieu totalement defini , c-^-d dont les 
constituants sont tous identifies, et qui fait Tobjet du brevet FR 93 05 779 du 13 mai 
JO 1993 au nom de TIRD (ex. ORSTOM). La maitrise de ce procede leur permet de 
disposer de formes parasitaires d6pourvues des contaminants apport6s jtisqu'alors 
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par les milieux de culture, et de d6terminants antig^niques sous une forme 
hautement purifi6e. 

Dans ledit brevet FR de la Demanderesse, on a d6j^ d6crit Tisolement et 
Tidentification d'une PSA 'excr6t6e/secr6t6e (antigfene d'excr6tion/secr6tion ou AES 
en abr6g6) de 38 kDa et de 45 kDa dans le sumageant de culture de L amazoniensis. 

Les inventeurs ont k pr6sent isol6 et clon6 TADNc codant pour cette 
prot6ine et proc6d6 k revaluation de son r61e dans la biologie du parasite en mettant 
au point une strat^gie de transg6n6se additionnelle. Ces travaux ont permis de 
mettre en Evidence I'implication de cette PSA en tant que facteur de virulence et/ou 
de pathogenicity et d'^laborer des constructions permettant de surexprimer le g6ne 
de Leishmania codant pour cette PSA, ce qui permet de d6velopper des moyens pour 
I'obtention de compositions vaccinales contre les leishmanioses. 

L'invention a done pour but de foumir des sequences d'acides nucl6iques 
capables de coder pour des PSA de formes promastigotes et de formes amastigotes 
de Leishmania, constituant des facteurs de virulence et/ou de pathogenicity. 

Elle vise tout particuli^rement k f ournir des vectexirs de surexpression de 
ces PSA, ainsi que des parasites g6n6tiquement modifies. 

L'invention vise en outre les sumageants des milieux de culture des PSA 
obtenues, ainsi que les PSA isoiees, purifiees, et la mise k profit de leurs propri6t6s 
pom eiaborer des compositions vaccinales contre les leishmanioses. 

Les sequences d'acides nucieiques de l'invention correspondent k des 
acides nucieiques isoies capables de coder pour une PSA de formes promastigotes ou 
de formes amastigotes de Leishmania, lesdits acides nucieiques repondant k Time des 
sequences SEQ ID N°l, SEQ ID N^2, SEQ ID N^3, SEQ ID , SEQ ID N°5 et SEQ 
ID N^^ll et codant pour des PSA de sequences, respectivement, SEQ ID N%, SEQ ID 
N^7, SEQ ID N% SEQ ID N°9, SEQ ID N^O et SEQ ID Nn2. 

Les sequences d'acides nucieiques de l'invention sont plus specialement 
des sequences de clones d'ADNc appartenant k une famille repondant aux 
caracteristiques illustrees par la figure 2 et comprenant en particxilier un site de 
restriction Sail et deux sites de restriction Hindlll, avec un codon stop situe en aval 
du premier site Hzndlll. 
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L'invention vise en particulier les clones d'ADNc de ladite famille 
comportant un site de restriction EcoRV et/ou Pstl entre les deux sites Sail et Hindm, 
on de part et d'autre du site Sail. 

L'invention vise 6galement les prot^ines immimogfenes isol^es, 
caract6ris6es en ce qu'elleS pr6sentent une sequence telle que cod6e par les acides 
nucl6iques d6finis ci-dessus. EUe vise en particulier les prot6ines r6pondant aux 
sequences SEQ ID N% SEQ ID N% SEQ ID N*^8, SEQ ID N°9, SEQ ID N°10 ou 
SEQIDNnZ 

Ces prot6ines appartiennent a la famille dite des antig^nes de stirface de 
promastigotes (PSA en abr6g6) et poss^dent des regions caract6ristiques illustr6es 
sur les figures 3A et 3B. Ces prot6ines peuvent toe modifies post- 
traductionellement par des N-glycosylations, phosphorylations et Tancrage d'un GPL 
Elles poss6dent un peptide signal hydrophobe en position carboxy-terminale. 

Par clonage directionnel des sequences d6finies ci-dessus dans un 
vecteur d'expression, les inventeurs ont obtenu des constructions permettant de les 
exprimer en position sens. 

L'invention vise done des constructions d'acides nucl6iques, caract6ris6es 
en ce qu'elles comportent des acides nucl6iques isol6s en position sens, capables de 
coder pour une prot6ine immunog^ne de formes promastigotes ou de formes 
amastigotes de leishmania , ces prot6ines r6pondant k Tune des sequences 
SEQ ID N°6, SEQ ID N°7, SEQ ID N% SEQ ID N°9, SEQ ID N^O et SEQ ID N^12. 

L'invention vise notamment les constructions d'acides nucl^iques 
comportant des sequences de clones d'ADNc appartenant k une famille repondant 
aux caracteristiques illustr^es par la figure 2 et comprenant en particulier un site de 
restriction Sail et deux sites de restriction HmdIII, avec un codon stop situ6 en aval 
du premier site HmdIII. 

Les clones d'ADNc comportant im site de restriction EcoRV et/ou Pstl 
entre les "deux sites Sail et Hindiii, ou de part et d'autre du site SaR sont 
particuli&rement pr6f6r6s. 

Des constructions particuli^rement avantageuses comportent comme 
s6quences d'acides nucl6iques, une sequence choisie parmi SEQ ID N"*!, SEQ ID N°2, 
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SEQ ID N°3, SEQ ID N°4, SEQ ID N^S et SEQ ID N^ll, ces sequences codant 
respectivement pour desi proteines de sequences SEQ ID N°6, SEQ ID NV, 
SEQ ID N°8, SEQ ID N^9, SEQ ID N°10 et SEQ ID N°12. 

Des constructions pr6f6r6es comportent lesdites sequences d'acides 
5 nucl6iques dans un plasmijde h multiplication rapide tel que pTex. 

EUe vise 6galement les souches de Ldshmania transfect6es par de telles 
constructions qu'il s'agisse de formes promastigotes, ou de formes amastigotes. 

Des souches transfect^es pr6f6r6es, compte tenu des applications 
vaccinales vis§es, sont des souches de Linfantum, 
0 De mani^re avantageuse les PSA sont produites en grande quantit6, de 

mani^re constitutive, dans les parasites. 

L'invention vise 6galement un proc6d6 de transfection d'un parasite de 
Leishmania, caract6ris6 en ce qu'on introduit dans le parasite de Leiskmmiia xm vecteur 
tel que d6fini plus haut, comportant un marqueur, on s^lectionne les parasites 
5 transfect6s grace audit marqueur, on les met en culture dans un milieu ax6nique et 
as6rique totalement d6fini et on r^cup^re le sumageant de culture qui renferme les 
proteines immunog&nes pr^sentes dans des concentrations de Tordre de 10 k 20 fois 
sup6rieures h celle produite par la souche m^re de Leishmanie. 

L'introduction du vecteur dans le parasite est par exemple r6alis6e par 
) 6lectroporation. 

L'insertion de ces acides nucl6iques dans les parasites permet 
d'augmenter le pouvoir infectieux de ces demiers : leur capacity 4 survivre dans le 
macrophage infects et k s'y multiplier est sup6rieure jusqu'^ 5 fois celle du parasite 
non transfect^ par de tels acides nucl6iques. 

Lesdites PSA sont produites en grande quantit6 dans le sumageant du 
milieu de culture des paraisites. L'invention vise done 6galement les sumageants des 
milieux de cultures desdits parasites g6n6tiquement modifies, ainsi que les PSA 
isol6es k partir de ces sumageants et purijfi6es. 

L'invention foumit ainsi des moyens de grand int6r6t pour r^pondre k la 
demande industrielle de disposer de quantit6s importantes de prot6ines constituant 
des facteurs de virulence/pathog6nicit6 chez les Leishmanies. 
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Grace k leur pouvoir immunog^ne, ces prolines permettent d'obtenir, 
aprfes immunisation d'ariimaux selon des techniques classiques, des anticorps 
polyclonaux et d'§laborer des anticorps monoclonaux. L'immunisation de souris a 
ainsi permis d'obtenir des anticorps anti Ig G2A et ceUe de chien des anticorps IgG2. 

L'invention vise done 6galement de tels anticorps et mise k profit de leurs 
propri6t6s pour ^laborer k une 6cheUe exportable industriellement des compositions 
vaccinales contre les leishnanies chez I'homme ou animal. 

Les appHcations diagnostiques de ces anticorps font 6galement partie de 

l'invention. 

D'autires caract6ristiques et avantages de l'invention seront donn6s dans 
les exemples qui suivent dans lesquels il sera fait r6f6rence aux figures 1^8, qui 
repr^sentent, respectivement : 

- la figure 1, I'alignement en 3' des sequences nucl6otidiques de clones 
d'ADNc selon l'invention ; 

- la figure 2, un schema r6capitulatif des sequences nucl6otidiques des 
clones d'ADNc obtenus apr^s criblage immunologique par un anticorps monoclonal 
anti-AES des banques d'expression des formes promastigotes et des formes 
amastigotes de L. amazonensis. Les sites des enzymes de restriction sont indiqu6s au- 
dessus de chaque s^uence ; 

- la figure 3A, la localisation de diff6rentes regions prot6iques, 
caract6ris6es par leur composition particuH^re en acides amines, pr^sentes sur la 
sequence prot^ique d6duite de I'ADNc du clone A3B, et la figure 3B une 
representation sch6matique de la sequence prot6ique d6duite de I'ADNc du clone 
A3B codant pour une PSA ; 

- la figure 4, les analyses des transcrits par RT-PCR chez les formes 
promastigotes (P) et amastigotes (A) ; 

- la figure 5, le'niveau de production de la prot6ine par western-blotting, 
k I'aide d'un anticorps anti-PSA, 

- la figure 6, 1'effet de la surexpression d'une PSA de L amazonensis sur le 
pouvoir infectieux des parasites. 
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- la figyre 7,, les sequences nucl6otidiques SEQ ID N°l ^ 5 et 11, 
respectivement des clones A3B, 2C1, lAl, 2G1, W2, de promastigotes et 
4.. d'amastigotes de Lamazonensis et IJll de promastigotes de Linfiintum, et les 

s6quences d'acides anun^s cod^es correspondantes SEQ ID N**6 k 10 et 12, et 
5 - la figure 8, Tindice parasitaire d6ternun6 au cours de Tinfection in vitro 

de macrophages canins par une souche sauvage ou des clones s61ectionn6s de 
promastigotes de Linfiintum k diff6rents temps d'incubation. 



1 - Caract6risati on mol^culaire des immunog^nes majeurs des ARS des formes 
0 promastigotes et amastigotes de L ainazonensis, (Una en abr6g 6) 

Cette caract6risation a 6t6 effectu6e en criblant des banques d'expression 
d'ADNc des formes promastigotes et des formes amastigotes de L. amazonensis ^ 
Taide d*tm anticorps monoclonal dirig6 contre Timmunogfene majexir des AES. 
- Caract6ristiques des banques d' ADNc : 
5 Deux banques d'expression d'ADNc, respectivement de formes 

promastigotes, et de formes amastigotes de L. amazonensis ont r6alis6es. Les 
caract^ristiques de ces banques sont pr6sent6es au tableau I. Les parasites de phase 
exponentielle et stationnaire ont 6t6 m6lang6s afin d'avoir acc6s aux diff6rents 
transcrits pouvant 6tre exprim6s au cours des difffirentes 6tapes de leur culture in 
3 vitro, 5xW phages par banque ont ensuite 6t6 cribl6s immunologiquement avec 
I'anticorps monoclonal F5 dilu6 au l/SOO^^^e. L'obtention de cet anticorps fait Tobjet 
de I'exemple dans le brevet FR mentionn6 ci-dessus. 



Tableau I 



Banque d'ADNc Lma LES 
J4 + J7 


Promastigotes 


Amastigotes 


r6coltesJ4 + J7 

Titration apr^s packaging 

Titre apr6s amplification 


7,8.109 
350 000 
8,32.107 ph/ul 


7,8.109 
500000 
2,16.108 ph/ul 



J4 + J7 = parasites x^coMs au 4^°^e jour, en phase exponentielle, et au 7^^^ jour, en 
) phase stationnaire de leur croissance. 



■ Isolement et s6quenc age des clones reconnus par I'anticorps monoclonal P5 
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13 clones de la banque promastigote et 11 clones se sont r6v6l6s positifs 
de la banque amastigote se sont r6v6l6s positifs. Tons ces clones ont 6t6 isol6s par 
criblage secondaire et tertiaire. 

L'ADN plasmidique de Tensemble des clones isol6s a 6t6 analyst apr&s 
diff6rentes digestions enzymatiques et les ADNc poss6dant des inserts de plus 
grande taille, par digestion EcoRI/XhoI, ont 6t6 retenus afin d'61iminer les ADNc trop 
tronqu6s en 5'. Comme le montre le tableau les clones lAl, IBl, 2B3, 2C1, 2D1 et 
2E1 de la banque d^ADNc de promastigotes et les clones A3B, V4A, V5, W2 et W3 de 
la banque d^amastigotes pr^sentent les inserts de plus grande taille. 

L'analyse de ces clones, en determinant la pr6sence ou non de deux sites 
d'enzymes de restriction {Hindlll et Sail) pr6alablement s6lectionn6s, a montr6 qu'ils 
pr6sentaient une forte homologie de leur sequence nucl6otidique. 

Par double digestion HindJIL/ Sail, trois classes diff6rentes de clones ont 
6t6 mises en Evidence avec un fragment HindlJI/Sall d'une taille, respectivement, 
inf6rieure ^ 
400 pb (clone 2G1), de 500 pb (clones de type 2C1 et A3B) ou de 600 pb (clones de 
type lAl ou W2). Ainsi cinq types de clones, choisis selon les caract6ristiques 
particuli^res de leur ADN (la taille de Tinsert et la localisation de certains sites 
d'enzyme de restriction) sont repr6sent6s en caractfere gras dans le tableau II. 



Tableau II 

Banque d' ADNc de promastigotes de Lnia 



Qones 
ADNc 


lAl 


IBl 


ICl 


1D5 


IFl 


2A2 


2B3 


2C1 


2D1 


2E1 


2F1 


2G1 


B3 
A 


Taille des 
inserts 
EcoRI/Xhol 
(kb) 


2,5 


2,5 


2-2,2 


0,5 


2 


2(>) 


2,5 


2A 


2,4 


2,4 


2 


1,7-2 


1,7 


Carte de 
restriction 




























Sail 


O 


O 


O 


N 


N 


N 


O 


O 


O 


O 


N 


O 


N 


Hindm 


1,1 


1,1 


1,1 


/ 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 
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Hindm/SaR 
(Pb) 


600 


600 


500 


N 


N 


N 


600 


500 


500 


500 


N 


<400 


N 


Ev HTPSsi on 

de prot6ine 

recombinant 

e 




























(kDa) 


45 


/ 


40 


/ 


/ 


/ 


/ 


42,5 


/ 


/ 


39 


? 


18 



Banque d'ADNc amastigotes de Lma 



Clones 
ADNc 


A3B 


VIB 


V2D 


V3A 


V4A 


V <J 


W1 A 

VV XjTX 


VV IV^ 




Wo 


VVO 


EcoRI/Xhol 
(kb) 


2^ 


2-2,2 


2,2 


? 


2,3 


2,3 


2 


2 


2,3 


2,2 


1,7 


Carte de 
restriction 
























Sail 


O 


O 


O 


N 


O 


O 


N 


N 


O 


O 


N 


Hindlll 


1,1 


14 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


Hindlll/Sall 
(pb) 


505 


500 


500 


N 


500 


500 


N 


N 


600 


500< 


N ' 


Expression 
de prot^ine 
recombinante 
























(kDa) 


42,5 


/ 


36,5 


/ 


36,5 


43 


/ 


/ 


45 


/ 


/ 



0= oui, pour site pr6sent ; N= noa pour site absent ; / = r6alis6 ; ? = r6sultat non 
obtenu. 



Le tableau II donne 6galement les r^sultats relatifs a la capacity des 
clones k exprimer une prot6ine recombinante. L'IPTG a 6t6 utilis6 comme agent 
d'induction. Les 6chantillons ont 6t6 analyses par SDS-PAGE et immunoblot en 
presence de Tanticorps anti-AES des formes promastigotes et/ou des formes 
amastigotes, pr6alablement absorbs en presence de lysat de E. coU. On obtient des 
rfeultats Equivalents. On note pour les clones d'int6r6t Texpression de diff6rentes 
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prot6ines recombinantes allant de 42,5 kDa de poids mol6ailaire apparent (clone 
2C1), k 43 kDa (done A3B) ou 45 kDa (1 Al et W2). 

On rapporte sur le document "Listage des sequences", les r^sultats du 
sfequen^age : 

- des trois types de clones suivants de la banque promastigote : 

. le clone de ^type lAl (SEQ ID N^'S), qtd exprime une prot6ine de 
sequences SEQ ID N**8 de plus grand poids mol6culaire. Les clones de type IBl et 
2B3 sont du m6me type que ce clone ; 

. le clone 2C1 (SEQ ID N°2), qui exprime une prot6ine recombinante de 
poids mol6culaire inf6rieur a celle du clone lAl, pr6sentant une sequence SEQ ID 

. le clone 2G1 (SEQ ID N*'4), qui a la particularity de poss6der un petit 
fragment HindlU/ Sail, qui exprime une prot6ine recombinante de poids mol6culaire 
inf^rieur k celle du clone 1 Al, pr6sentant ime sequence SEQ ID N**9. 

- des deux clones suivants de la banque amastigote : 

. les clones de type A3B (SEQ ID N°l), qui expriment ime prot^ine 
recombinante d'environ 43 kDa, de sequence SEQ ID N% et poss^dent un fragment 
Hindlll/Sall de 500 pb, le clone V5 apparaissant identique, Les clones V2D et V4A 
sont consid6r6s comme des clones tronqu^s du m§me type ; 

. le clone W2 (SEQ ID N°5), qui exprime ime prot6ine recombinante de 45 
kDa, de sequence SEQ ID N^'IO et qui pr6sente un fragment HindSII/Sall de 600 pb. 
. Etude des cinq sequences d' ADNc 

L'alignement des cinq sequences d'ADNc obtenues est repr§sent6 k la 
figm-e 1 ou les differences entre ces clones sont seulement dues k la presence d'une 
sequence tronqu§e en 5' et/ ou Tinsertion de s6quences d'environ 72 nucleotides du 
c6t6 5'. Les clones pr6sentent ainsi une (clones 2C1 et A3B) ou trois (clones lAl et 
W2) insertions.. Hormis ces zones d'insertions, les clones pr6sentent des homologies 
de I'ordre de 99% et peuvent 6tre consid6r6s comme appartenant k une famille 
d'ADNc. Seul le clone A3B possMe le codon ATG d'initiation, les autres clones 6tant 
tronqu^s en 5'. Cependanf TADNc A3B ne poss6de pas la sequence de 39 nt codant 
poiu: le "splice leader" retr6uv6e en 5' sur tous les ARNm de Leislvnania, 
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Les ADNc des clones A3B et 2C1 pr6sentent une homologie quasi totale 
et sont done consid^r^s conune identiques, I'ADNc dti done 2C1 correspondant ^ 
une partie tronqu6e en 5' de I'ADNc du clone A3B. 

Le clone A3B, repr6sentatif de cette famille a fait I'objet d'un sfiquengage 
5 entier dans les deux sens. 

On a rapport6 sur la figure 2 les sites des enzymes de restrictions pour 
chacun de ces clones. 

Les sequences SEQ ID N°l a 5, correspondent respectivement k celles des 
ADNc de A3B, 2C1, 1 Al, 2G1, W2. 
0 - Analyse des differentes sequences prot6iques d6duites 

La traduction des di£f6rentes sequences d'ADNc en sequences 
prot6iques a 6t6 r6alis6e en choisissant le cadre de lecture correspondant k celui 
sugg6r6 par la position du codon d'initiation sur le plasmide pB-SK, dont la 
transcription est sous le contrdle du promoteur du g^ne lacZ soumise k I'induction 
5 pai'I'IPTG. 

La prot6ine A3B pr6sente les regions illustr6es sur les figures 3A et 3B. 
En NHa-terminal, on identifie un peptide hydrophobe, pouvant 6tre cliv6, qui est 
d6crit dans la litt6rature conune un peptide signal de la voie s6cr6tion. On rencontre 
ensuite le domaine r6p6t6 riche en leucine, au nombre de 6 repetitions pour le clone 
0 A3B. A une dizaine d*acides amines de la fin de ce domaine se trouve une region 
riche en proline, threonine et serine, appel6e ci-apr6s region poly P/T/S. Cette region 
est suivie d'une region riche en cysteines, pouvant &tre impliqu6e dans des ponts 
disulfures. Enfin la sequence prot6ique se termine par un peptide signal hydrophobe. 

Les ADNc des clones A3B et 2C1 pr6sentent xme homologie quasi totale 
5 et sont done consid6r6s conune identiques, I'ADNc du clone 2C1 correspondant k 
xme partie tronqu6e en 5' de I'ADNc du done A3B. 

Le clone A3B, repr6sentatif de cette famille, a fait Tobjet d'xm s^quengage 
entier dans les deux sens. 

On a rapporte s;ir la figure 2, les sites des enzymes de restriction pour 
3 chacun de ces clones Nt=riucl6otides ; ATG^codon d'initiation ; TAG=codon stop. 
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L'analyse sur le banque de donn6e PROSITE montre que la prot6ine A3B 
poss^de un site de N-glycosylation localise ^ la fin de chaque domaine r6p6t6 riche 
en leucine, et 12 sites potentiels de phosphorylations. . 

L'analyse de la localisation de cette prot6ine sur le serveur PSORT pr6dit 
5 une localisation cytoplasn?uque k 92%, ce qui indique que la prot6ine est soluble. 
Cette prot6ine est vraisemblablement ancr6e k la surface par un Glycosyl 
Phosphatidyl Inositol ou GPL Le peptide signal hydrophobe peut done 6tre cliv6 et 
permettre Tancrage du GPI au niveau de I'asparagine (D). 

Le poids mol6culaire th6orique de la prot^ine du clone A3B diff^re 
.0 d'environ 2,9 kDa avec celui des prot6ines lAl et W2, ce qui est en accord avec la 
diff6renc€ de 2,5 kDa observ6e entre les prot6ines recombinantes correspondantes. 
Cette difference est due k la presence d'un nombre variable de repetitions riches en 
leucines ou LRR, chacune pr^sentant aussi une composition en acides amines 
particuliere. 

5 Les poids moieculaires apparents et th6oriques des quatre types de PSA 

de I'invention sont rassembl6s dans le tableau III suivant. 



Tableau III 



Type de PSA 


P.M. de la prot6ine 


P.M. th6orique (non 


P.M. sails peptide 




recombinante 


tronqu6e) 


signal (3,2 kDa) 


4LRR(2G1) 


/ 


33,5 kDa 


30,3 kDa 


6 LRR (A3B) 


42,5 kDa 


38,5 kDa 


35,3 kDa 


7LRR(lAletW2) 


45 kDa 


41,4 kDa 


38,2 kDa 



.0 

2 - Obtention de parasites g6n6tiquement modifies : 

Le clonage directionnel du gfene LaPSA 38s dans le vecteur d'expression 



pTex a permis d'obtenir une construction capable d'exprimer le g^ne PSA en position 
sens. Le plasnude pTex-LaPSA 38s orientation sens et le vecteiu* pTex vide ont 
5 ensuite 6te eiectropor6s dans la souche sauvage Leishniania infantum Mon 1 Clone I, 
puis les parasites ont ete seiectionnes par la genetycine. 
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L'6tude a 6t6 r6alis6e sur des parasites de I'espfece L. infantum sauvages 
(Sau), ceux tranfect6s par le pTex vide (pTex) et ceux transfect6s par le pTex 
contenant la sequence nucl&otidique d'int6r6t (Sens). 
Caract6risation mol6culaire : 

5 L'analyse de I'ADN total par southern blot montre que la construction 

sens est stable et amplifi6e chez la souche transf ormfee. Les r6sultats sont illustr6s sur 
la figure 4 qui donne les analyses des transcrits par RT-PCR chez les deux formes, 
promastigotes (P) et amastigotes (A). La figure 5 donne le niveau de production de 
la prot^ine par western-blotting, k I'aide d'un anticorps anti-PSA (figure 5A : 

0 prot6ines constitutives ; figure 5B : prot6ines excr6t6es /s6cr6t6es) 
Caract6risation ph6notypique des mutants : 

La comparaison des cin6tiques de croissance entre Ldi WT, Ldi pTex et 
Ldi Sens montre que la surexpression de LaPSA 38s n'interfSre pas avec la croissance 
des parasites. Seule une phase de latence plus longue est observ^e pour les souches 

5 transform6es par rapport k la souche sauvage. 

La sensibility k la lyse par le complement humain a 6galement 6t6 
6tudi6e. R^cemment, il a 6t6 d6montr6 que la PSA de L. amazoniensis avait la 
propriety d'inhiber Taction du complement in vitro. Les promasigotes "sens" sont plus 
sensibles au complement. L'excfes de PSA k la surface des parasites peut ainsi 

0 entralner un clivage ainsi qu*tme formation de complexes plus importante 
engendrant une lyse accrue. 
Etude de pouvoir infectieux des parasites. 

Pour etudier i'effet de la surexpression de LaPSA 38s stir le pouvoir 
infectieux des parasites, la premiere approche a consists k mettre en contact des 

5 promastigotes des souches transform6es avec des macrophages de chien, qui est le 
r&ervoir domestique naturel de la leishmaniose visc6rale. 

Les figures 6A et 6B donnent les r6sultats obtenus, respectivement, 2 h 
apr6s contact avec les promastigotes et 48 h aprfes contact avec les amastigotes sur 
ces figures, I'index parasitaire correspond au % de macrophages infect6s par la 

3 souche Sens x le nombre de parasites par macrophage/ % de macrophages infect6s 
par la souche t6moin (pTex) x le nombre de parasites par macrophage. 
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Les promastigotes surexprimant LaPSA 38s, pr^sentent un pouvoir 
infectieux 2 fois plus important vis-^-vis des macrophages caruns. De plus, apr6s 
phagocytose, les amastigotes exprimant le transg6ne possfedent une capacit6 k 
survivre et k se multiplier dans la vacuole parasitophore significativement sup6rieure 
5 (2,5 k 5 fois) k celle du t6moin transfect6 par le vecteur vide. 

2- Caract6risation mol6culaire des AES de promastigotes de Linfantum 

La sequence de nucleotides du clone IJll de promastigotes de Linfantum 

est dorm6e sur la figure 7 (SEQ ID N^ll) ainsi que la s6quence correspondante 
,0 d'acides amines (SEQ ID N^12). 

Sur la figure 8, on a rapport6 I'indice parasitaire d6termin6 au cours de 

rinfection in vitro de macrophages canins par la souche sauvage ou les diff6rents 

clones s6lectionn6s de formes promastigotes de Linfantum 

(MHON/MA/67/ITMAP-263, clone 2) k diff6rents temps d'incubation. Uexamen de 
5 ces r^sultats montre un attachement des parasites aux macrophages au bout de 

30 min., une penetration des parasites au bout de 2 heures et la survie et 

multiplication des amastigotes intracellulaires a 48 heures. 
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REVENDICAHONS 



1. Constructions d'acides nucl6iques, caract6ris6es en ce qu'elles comportent des 
acides nucl6iques isol6s en position sens, capables de coder pour une prot6ine 
inununog^ne de formes promastigotes ou de formes aixiastigotes de 
Leishmania, lesdits acides nucl6iques r6pondant k Vune des sequences SEQ ID 
Nn, SEQ ID N°2, SEQ ID N"3, SEQ ID N% SEQ ID N°5 et SEQ ID N°ll. 

2. Constructions selon la revendication 1, caract6ris6es en ce que les sequences 
comprennent un site de restriction Sail et deux sites de restriction HmdDI, avec 
un codon stop situe en aval du premier site HindlU, 

3. Constructions selon la revendication 2, caract6ris6es en ce que lesdites 
sequences d'acides nucl6iques comportent un site de restriction EcoRW et/ou 
Psfl entre les deux sites Sail et Hindlll, ou de part et d*autre du site Sail, 

4. Constructions selon Tune quelconque des revendications 1^3, cai^act^ris^es en 
ce que lesdites sequences d'acides nucl6iques sont clon6es en position sens 
dans un plasmide, tel que pTex. 

5. Constructions selon Tune quelconque des revendications 1^4, caract6ris6es en 
ce qu'elles codent pour une prot6ine immunogfene de formes promastigotes ou 
de formes amastigotes de Leishmania , ces prot6ines r6pondant k Time des 
sequences SEQ ID N^6, SEQ ID Wl, SEQ ID N^8, SEQ ID N°9, SEQ ID N°10 et 
SEQIDN°12. 

6. Prot6ines immunog^nes isol6es, caract6ris6es en ce qu'elles pr6sentent xme 
sequence choisie parmi SEQ ID N°6, SEQ ID N°7, SEQ ID N^'S, SEQ ID W^, 
SEQ ID N^IO ou SEQ ID Nn2. 

7. Souches de Leishmania g6n6tiquement modifi6es, caract6ris6es en ce qu'elles 
correspondent k des formes amastigotes ou promastigotes de Leishmania 
transfect6es par une construction selon Tune quelconque des revendications 1 

8. Souches selon la revendication 7, caract6ris6es en ce qu'il s'agit de souches de 
LAnfiintum. 
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9. Proc6d6 de transfection d'rni parasite de Leishmania, caract6ris6 en ce qu'on 
introduit dans le parasite de Leishmania une construction selon Tune 
quelconque des revendications 1^5, comportant un marqueur, on s61ectionne 
les parasites transfect6s grSce audit marqueur, on les met en culture dans im 
milieu ax6nique et as6rique totalement d6fini et on r6cup6re le sumageant de 
culture qui renferme les prot6ines immunogfenes pr6sentes dans des 
concentrations de Tordre de 10 k 20 fois sup6rieures k celle produite par la 
souche mfere de Leishrnanie. 
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SGQION*! A3B 
A3B 
2G1 

SEQIDN^ SCI 
5E01DN«J lAI 

Asa 
. wa 

SCQ 10 14*4 2G1 
2CI 
lAl 
A3S 

SeQlON*5 W3 

20 1 
2CJ 
lA) 
A3B 
W3 



1/14 
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QACCCC'IGUCCGA 
ff^fe&jaA^CA]^^ 114 



— CGTCCACGOGCAG 13 
— teGACGQQCAO 10 



OQAqC^GCpXCTTCACTCAGGCGCAtKACACOAACACS^^ 



CGACnOrG'CTCCTgCAAGCACA7TCATCTGC6ACT?:q^ , , « 

iCOAprn:TGCTCGTGCjA^QCACATt^ 3,4 

jCQQQPQ7^GfpGT^$)nxS(^^ 0 

XQC(hx:GlCTXCAAGGXCiCTCATGATCACGGAA(;>T?Aj^ 

XGCCTCCACTACAAGGAGGTCATGATCACGGAACrOAACITCAGCGGXATGCGC^^ 

^GCCix:GACTACMGGACCm:ATC^^^ 2 ID 

A^Cm:0AtTACAAO0ACGrcATQATCACOqX^CTG 4 ,4 



2GI 
2CI 
lAI 
A3D 
W2 

2GI 
2CI 
lAI 
A3a 

W3 

201 
2C1 
lAl 
AID 
W3 

201 
2C1 
lAl 

A3e 

W2 

201 
2CI 
lAl 
A3B 
W2 

201 
2Cl 
lAl 
A3B 
W2 

201 
2C1 
lAl 
A3B 
W2 

201 
2CI 
iAI 
A3B 
■ W2 

201 
2C1 
IAI 
A2B 
W2 

:oi 

2CI 
IAI 
A3B 
W2 

201 
IAI 

Ma 

W3 

201 
IAI 
A3d 

A3B 

A3B 
AiB 

A3D 
A3B 
A33 
A3B 



CXnCTOATATCVvtrCTW 



QQTGATGTCACT'qTCQATGGAAA^ 3 iq 

CCTTOATAICACTGTQCXtCQ^ '• 4g2 



CCltGAT^^CffCipCAtCGMAAGTaXJAGAAGGTCW 262 

' rrr-r-r— : — — .--rATGACGte^iCTGqAC^ 

GACTAAi6QTGTOGGpAGGCTCaXK:CCQAGTGGAGtGa3AT0i)dC 

. .. .^^ : ATpACOTTMCrGG^CAAC.CTTMCCT 54I 

CACGGCgGXCOTCHSgA^XSQTOCCOCCCOAaTQCAGT^^ 362 

-:/?r,(5AAGGAG(int3ATCGATaGQATCT06^!5*pG^<^^ 237 

CAOTCGAOCXqGATOAAG^^ 4^, 

(!lAGTGGAGCJCpATCMGGACejGATCGATCTCGATCTq0A'G 510 

CAGTGGX<S<^TCGATCAA(:p^GCTGACCOTO $42 

CAGT0QAGCTO3Al»AAl3C^GCTGATCGATCT0GATCtGGAGdGCACT^ 462 

C<X;rp<5AG(n^A^&rACTGC0AOTGTCCGGGAGT^ 337 

CCGTGCAGGTOG^ACAACnSGGCrCTGTCCGGGAGTCfG 54 1 

CX3CTQCAQCraAAGTACT0CGATCT0TC^ 610 

CCX?TOCAo6TCpA0AACtGCGOTCTGTCCGOGAG Ct^C(^CCreGTpGrCTCCQA^Q 742 

CCCTgCAGS^J^AAfyTj^preCGATtTCTCCGG^ 562 

CCGCfrQCGT(XGa?ACTCOTGGAGGOAGAAGGACCGto 437 

GGGGTGCCTGCCCGACTXXJTCGApGGAOXAGGAG.Q Ml 

CGGQTGCGTGCCCX}^(n"CGTGGXGOGAG^^CGAa;GCtrr(^ 710 

CGOGrGCGTGCCajACTCGTGCAGGGAdAAG^ 842 

CGGGTGCGTCee(»;^^(^GTG0AGGGAGAA'GqAt3:GCCT^ 661 

.C(?JACTGClCqTpCGGGAACGACeACGACTAACCCGe^ 537 

CCGaCTGCTGCTXX»G6aACGACCAC0ACTX^^^ 7^1 

CGQil€TOCr(3C5rCGG£to 810 

eCG^QrGCrGCTtOdGG^^ACC;\CGAC:tAAqCCG(^CCAeC^ 942 

lCCOAj?IX?<naC*Gpra 762 

ATQGOTOTGAGGlX;TCk:GACGGCGACTCC0CTiCKX3CG^^^ 
ATpGGfOXCiA^TCTGGbXGCWGGACTCCGCrGCiJCe^ 

'3L'rr»Hrrrsnh<n'k tuff/vmrvt.'A e^t^/'v^^A i^^^^f^j-^Hfr^r»^ ^ ^ ^^^^^^ AG^CGC'GGTG 



^TGGGjiCTGXGOtgTX^^ 
ATdO<nX^rQAQ<yraTQCGAO0<X}QACT^ 



:ggcAbc?roc^GTLa$GqGaA^ 862 

TGOCGGCStGCifeQGtO^OOTtAXQCOOA 737 

TOGCOGCOIGGCGpCGGCGrtQAGCOG AGCOOrGGCTCCCG 94 1 
toaCO<|GOTO.G[COdCGGCOTCGAGCGGAGCGOTGGgrotGGCfGCt0r(H^ 

TOGGGGCGTGGCGGCGGCGTCGAGCGGAGCGGTGGCl^^ 1 142 

TX3GCOGCpTXlGOGGCpOCGTgAACXXiGA<3C(^ 962 

.CCCCTCTTCTC?lpTQGTX^ 837 

CCCCTGTTCrCTGTGGTGCCCCTGGTGCGTCCCCTCOCqCCC 1 04 1 

CCCtrCTT^.CTOrOOTQCCCCTGGTGt&^ - '^^£CO:!C^£^<^(^A^ 11 08 



CA<;AcoCa:X<rQ(;QCACACo<XGn:GTocATcocc?^ 

tACACGC0CAcc.cGcAc\cGccGTCG7;a:^TC(5CGtGfGc.-; : — — : — : : " .. ..— .l. io» 

pACACOCApACOCOCACOCdCCQTCOTQeATCOCGTOTGCm 

CACACXKSj^GaSCACACOaOTCGTC?^ 1 342 

I rtPTGC?OTCCGcqGrfQT95ii^^^^ i i6i 




TOOCCAOCAGTCGCCAGCCGCGCeGAtCGAATQirac^^ 
_ . _TGGOGkGCAjOTCGGCAOOCOCGCCGATCGAATGTGCGCOCGGCO^^ 
QCOTGCCAQCTOriXmntmnxnXX»TGTCGCCACCACT^ 1 442 

GCGTCCC^CTCTn^TiBTOTCTCTCCCTGT^^ 1209 

lCTCCC0bCCG<X0CTCOC-GT<nGCC>TC-dOTCTGC01^ tt09 

C-G(^OGCG(XbcrCGCXXn'CTQC^ " ,371 

CCGCi&GCCXGgCOCTCGq^ 1439 

TCCGCTGCrGTGCirTCGTGCTCrGTCCCGCTGCTOCOCTCGCGGGCriGACAOCTC 

GGCGGCCTOCCCCrGCGTCCOCOCACOTCGCOCTCTCCTCOACGCX:ACTGCGCCCGCT^^ 1639 
TTCCCTT7X>TTCCCCrGTATTCTCTTCrCCCACCOCACnX3CGGCCTCC^ 1739 
TTTCATGGCOCGCrGGGCCGATCGCCCrC 1 1 OCC I CCCTCCTCCXCCTCCCCCICCCGCCOOTCCTGTCAATTGTATATCCGTGGACCTTATCT^ 1839 
TCCCTCCGCGaTCTTOCGTAAAGOTCGTTGGCCTCTGCCCCCCCCCGGACGTCAGCTC 1939 
CGTCCACGTAAGGACATGTATATATGTATCTGTATGTATATGACTATGTATATATGTACGOmTATATAGGAAmGTGTATOTO 2039 
TCCCTGCGTATAmGTGTGTCCCACCACOCGTCnGCGCCACGCrCTGCTGCCCGCCTO 2139 



FIGURE 1 



Alignement des difKrentes sequences ADNc obtenues 



SEQIOrPl 
SEQI0N2 
SEQ 10 N3 

SEQ 10 m 
SEQ ID MS 



A30 
2CI 
IAI 

ZGl 
W2 
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A3B GT<K:ACOfAAfe(35kCATOTATATATGTAT(ntn'ATGtAt^ 

2C I OTQCACTTAAGGACATGTATATATCrATGTGtAtCfrATATC^ 

lAI OTOCATCn-AAGCACATGTATATATCTATXnCTACGTAT^^ 

201 GTW^CrrA^ACATGTAT^TATGTATtnXjrATJCT 

W2 CnXiqACCTXAgrQAtATC^rATATATCTATOtOTACiJJtA 

A3B ATGTTGAGCTGfA^^ 

2CI ATOTXJAQGTGTATGCATCntjCOTGCGTATATTAGltT^^ 

lAI ATGTTOAj5.G3rCTATCCATCnTKXn<k^ 

2CI ATGTroA<XnCTATOCATGTGC(mK2GTATAtrA0fCTCT^^ 

W3 ATGITGAGGTCTATGCArqriX3C<niGOT 

A3B 0CIX7rGqGrOTC\ClO3CT<7rGGGCGCG.<^ 

2CI CCTGTGCpTtn'i^CCTqCCTCTGGGC^ 

lAI CCTXjrbCGTGTCA 

2C1 OCTGTGGGnmi\CTCGCTdtGGGCCCrGGTGGQ^^ 

W2 GCTGT<KXmjtCACtaKrroTCGGCG^ 

AJD TTTTt^iOTTCfCT^ ^ _ 

lAi tttctctAtSS^wc^t^Sa^^agaXa^ 

201 iTTCtCTATTiCTCrGTTCap^GrrGCCCT^ " ■■ " 

W2 Txi^ct^iii v i\^ m ixx^ 



FIGURE 1 (suite) 



Alignement en 3' des sequences nucleotidiques des diff brents clones ADNg 



SEQ ID N*l ■ A3B 



Figure 34 : Aligaeownt des iCqoenccs nncUolldlques dn difKnnis dooes boUs 

da banqncs ADNc da rorma promnitigata ci da foima nnuuUgoia de L amnvuiensti 
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Clones de la banoue- ADNc promastigote 
2G1 



Sail A/1 Hinm i'"''^ Nindlll 



on &A£coRV ■ HindlU i ""^ Hindlll 
■ Ir-rt-, , . . -u^ i : -I 



(=A3B) 

So/I Psil HindlU Hindm. 



lAl 



Clones de la banque ADNc amastigote 

•A3B : i_4_|^„i==^ 1 \ 

•W2 h ' I ■ ' ' -I ' ■! ' — \ 



c=i = repetition de 72 ou 75 nt = non sequence * 



nGURE2 
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Peptide signal de la 
voie de secretion 



Domaine repete 
riche en leucines 



MAOCyRIU.yUAPI^in^ALLLCTSSApyARAAQTSDFTEAQQTNTL^^ ' 
' PALGDTWTGSDFCSWKHIICDSPGVGVVVMGDVDYTGTLPEMPASVDYKDV 

MITELNFSAMGQGLSGTLPPSWSS 

LTSUSLCIEKSEKVTGTLPAQWSS 

MTSLDNLNLHDTAVSGTLPAQWSS 
. MKQLTVLDLEGTKVSGTLPSEWSG 

MAKAEAVQLENCGLSGSLPPSWSA 

MPKLRIVSLSGNHFCGCVPDSWRE ' / 
KDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACR 
PTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTPSPG'S 
GCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHD 
CCyAAASSCA VAAAA VWAA VLLSVGL VA 

FIGURE 3 A 



Region poly P/T/S 



Region riche en cysteines 



Peptide signal hydrophobe 



A3B 



. . , N-iiivc().SYlation 
repoii cnuuiit p4iur ' ' 

W popHUc si|jrniiJ hydnipluiho 

de la Yoic dc .secretion 4> « |)bly P/T/S 



i Region signal d 'sincragc 
^ . _ _ ^ nhlv pyTK GPl 
DomauVe 



riche 
cn CYNtcincs 



peptide 
hydrophobe 



. FIGURE 3B . 
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-Prolines constitutives 

Sau jLaSau 
56kDa ^ 
46kDa 



pTex Sens 



-Proteines excret^es/s^cret^es ( sumageant de culture 
concentre 200 fois) 



Sau pTex Sens 



L. a Sau 



56 kDa 
46 kDa 





lOjil lOjil IOhI 5h1 2^1 M 5jAl 10|il 
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FIGURE 6 A 
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FIGURE 6B 



IP=Index Parasitaire. La variation de TIP permet d'^valuer le pouvoir infectieux de la 
s.ouche d'interet Sens, en fonction du pourcentage de macrophages infectes et du nombre de 
parasites par macrophage, par rapport a une souche t6moin pTex. 
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SEQ ID N°l (Sequence nucldique A3B) 



GACCCCTGTTGCGA*ATGGGGCia^GTGC.GtGG 

tggcgctgctgctgto 
agggggagcagacgaAcaCqgtga 

GACACGTGOACGGdCAGCGACTtctGCtC^^ 

•:6TGTG(}ATGGG^^^ 

GQACQtGATGAtCACGGM 

CCTCATfiei^GCTGG 

* CGGTQfcCTGCCeAGTG 

CCiGGGAGGPTQ^^ 

AGGTGTGCGG'PACGCTGCCGTGG 

kAGJfiC.GGT(|TGTCC 

^E^AGfcGGfdAA 

AGQA-tCG^QGAi^a^^ 

deGGdAS^GG^CCAGGA^ 

CGAGGQTCGG!GGTqc6^G0TG^^^ 

pAGGTGCCQTG^AGQGGTACtceCTGA^ 

.fG(^c6'GCG0GTe:GAGGGGAG.G5^^ 

6bGfGGtdGG&TCA'GG 

(^GGACGGtOgx:^ 

'GOGCATGCGGi^GG^^ 
G^^^GGGAGQCt^^^ 

G^cqGQgicgax>G^ 

jUTCCGGCCCtCTTCGACGGGGCTCGCTTGCGGTG^^ 

fGGGGGGGTGAGAGCTGGCGGGGGCGTGGGTGCGGGGGCGGCAGGTCTCCGCTGCGTTGAGGGCG 
GCCTGCCCCJGCGTCGGGGCACCGTCGCGCTCTCCTCGAGGCCACTGCGCGCGCTTGTTGGCTTGCT 
tTGCTCTGTCGTGCGCACTCTCTCTTATTTTCCGTTTCATTCGCCTGTATTCTCTTCT^ 
GCGGCCTCGTCACCGCGGCCGTGCGGTGCGCAGGCGGGTGATGTGCCGTTGTGCCCCCCCTTTCAT 
GGCGCGCTGGGCCGATCGCCCTCTTGCCTCCCTCCTCCCCCTCCCCCTCCCGCCGGTCCTGTCAATT 
GTATATCCGTGGACCTTATCTTCGTACTGCCTGCGCGCCTCTTCGGTAAAGCTTCGTTGGCGTGTGC 
* CGCCCCCCGGACGTCAGCGCGGCTGTGCTCGCATGCTCACGGTGCGTCCCCGTGCGTGGGCGTGCA 
CGTAAGGACATGTATATATGTATGTGTATGTATATGAGTATGTATATATGTACGGTTATATATAGGA 
ATTTGTGTATGTTGAGGTGTATGCATGTGCGTGCGTATATTAGTGTGTGCGAGCACGCGTGTTGCGC 
CACGCTCTGCTGCCCGCCTCCGCTGTGCGTGTCACTCGCTGTGGGCGCGGTGGCGGGTGGCGCCGG 
GTGGTGGCCGTGCGGCGGGCGGGGGCrCCTCTGTGTTTCTCTATTTCTCTGTTCCCTGTTGACCrCA 
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 



SEQ N° 2 (sequence nucleique 2C1 ) 




Figure 7 
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SEQ ]>I?.3 (s^^^ jaud^iquelAi^ 

i3GAGG*G<3GAGCGACT^^ 

rlGGfjCGATGTGGATTAtACCftGCACGCT^^^^ 

ATiGATbAT.G'GC^ 

AGeTCGCTGACGTGCfTdiifGT^^ 

AfceckGTGGAGCTCGATGAA'G^^ 

GTOCCGCCCQAbTGGAGTGG 

pGGXCGCXGCCtGCGCAGIlGGAGC^^ 

G'etGtCCGGCACGCTGGGGdeGGA^ 

•ACTGCGAfjGTGtG€GG(3AGTC 

GAGe(3GCAACCA<^^ 

PGAtCGAGGAAtGUQAG 

;(S.GGQAAGGAGCA(2GAetA!A 

CAG©GtQGG6Gi;G.CGAG 

'CG5£jGGGGGp 

GG0T;GGTdG<3GTCAG 

<SCAl&OAG0GbpTC^ 

AeACQCdCAGGGGCepTGGTGGAT^^^ 

jQd^ATGtbiSA-^ 

JCGQCACCCGfeG^^'^^ 



SEQ N^4 (Sequence nucleique 2G1) 

T;GGGCGYGtGeAT<SGQCG^TGT^ 

i^'eAAGGACG;|GAT<jMfe^^^ 

GCC^CiSTCATGi^^ 

!?^C^ictdc&GGG<iAQ^^^ 

pTGGGGGAG[TdTGGi2GCe6TC^ 

.fc:CAGTTPTG.GGGGT<5CGJGCG^^ 

^togqagAtc^^ 

Aj^A^aXOTA^^'G^GGC^^ 

*G(3Qf6cd'A6<3fQGAT0GG^ 

fcQAGGGCTjX^cfC(!^^ 

pg^CAAGGQGAdGGi^T^ 

GGTGAGG.G:rGGG||G(5GGCG^^^ 

CGtCGjrCGC^CK:CClCTGT^^ 

P^CcXcggggaGg^^^ 

ATGGACGGeCATGpGGAGG 
CCAGGAGtCGOCACeCGCiSCG 
AYGptGG.ejSGfcCGCC^^^ 
'OTGCGfcXGTCGCCGGGT^ 

tCCCTGrfGACCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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SEQ 5 (Sequence nucl6ique W2) 
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SEQ N^ll (Sequence nucl6ique IJll de Ldi) 

GCGCTGCTGCCGCTGGCGCTGTTGTGTGTGTGCTGGGGCCGCGCCACGCA 
CACGCACGGTAGTGAGGGGGAGCCGCAGCGACCGACCGGGCGGAGCGGGC 
GGGCGGAGGGGGGCGCTCCCGCCCGCTGGTCATGCTCTCTGTTTCGCTGG 

• CCGGCCTCTCTACGCCGCTGGCGTGGGCGGAGCTCCGCGCTGCGTATCGC 
TCGCCCCTCGCTGCCCCTCCCTGCCCCTCCTCAtGTGCACTGCTCCCTCC 
CTCTCCCTCCCTCTACACTCCTCGCTGTCCCCTCGGCCGACCTCCACGGA 
CACGCAGACGTGCGTGCGCATACACACCACCCCTCACCTCGCTGCTGCTG 
CTGTGACAGCTCTACGGACCCTGCCCAGTCGCTGCGCCCCCGCCACCCGC 
CTCTGTCCCCCGCACGAGGGTACCTACGACGTGCCGGCCACCCCGCTCTG 
CCCGATAAGCTGAGCTGGCGCTCACGCCCGAGCAATCCCCTCACGGATCT 
GCTGCCGCGCCGCACTGCTCTTGACCCTGGCTGCGAATGGCGCTGTGCGT 
GCGTCGGCTGGTGCTGGCGGCGACCCTCGCCGCTGTGGTGGCGCTGCTGC 
TGTGCACGAGCAGTGCGCCGGTGGCGCGTGCTGCTGTGAAGGATGACTTC 
ACTGCTGCGCAGCGGACGAACACGCTGGCGGTGCTGGAGGCGTTTGGGCG 
TGCGATCCCTGAGCTTGGGAAGCTGTGGAAGGGCGACGACTTCTGC 
TTTTGGGAGTCGGTCGTGTGCGATGTGACCGAAGTGTACTTGTGGG7\A 
ATCGGTGCGACGTATACCGGCACGCTGCCGGAGATGCCTGTGGACGTCGA 
CTACACGGCCGTCATGGTCAAGCACCTCGACTTTTCCCAAATGGGGCTGG 
GGCTGAGCGGAACGCTGCCGGACAGCTGGAGCAGGCTGCAGGGACTGACC 
TCACTTACGTTGTCG6GCTGCGGCGTGAGCGGTACGCTGCCCCCCTCGTG. 
GCGCTCGATGAAGTCTTTGGTGTCGTTGTGGATTGAGAGTTGTGAAAGTG 
TTACCGGCAAGCTGCCGCCTGAGTGGAGCTCGATGAAATCGCTGAGAGAT' 
CTCCATCTGCATGGCGCGAAGGTTTCCGGCACGCTGCCGCCTGAGTGGAG 
CACGATGAAATCGCTGACCCTTCTCGATCTGCAGGACACTCAGGTTACCG 

' GCAGTCTGCCGCCTGAGTGGAGCTCAATGAAATCCATGACCATTCTCAGT 
CTGAATGGCGCGAAGGTTTCCGGCACGCTGCCACCCCAGTGGAGCTCGAT 
GACATCGCTGAGCCTTCTCAGTCTGGAGGGTACTCAGCTCTCCGGCACGC 
TACCGCCCCAGTGGAGTGGGATGACATCGCTGGTCACGCTTTTTCTGCA 
GGGTACTCAGGTCTCCGGCACTCTGCCGCCGCAGTGGAGATCGATGTTGAA 
TGCCGAGTTCCTGCAGCTGGAGAACTGCGACCTGTCCGGCTGTTTGCCCCC 
CGAGTGGGCTGCGATGCCGAAGCTGCGTCATGTCGAACTTAAGGGCAACCA 
GTTCGCCGGGTGTGTGCCGGACTCGTGGGCTCAGAAGGCCGGTCTCGTTGT 
GGAAATCGAGGATAAGCACACGGGCAACAGCTGCATTGCTGGTGCGGACTG 
CGCAACGACGACCACGACCACCACTGAACCCACGTCCACTGCGAGCCCAAC 

.AGCCACGCCTACCTCTGCCCCCGAGACGGAGTGCGAGGTGGATGGGTGTGA 
GGTGTGCGATGGGGACTCCGCGGCGAGGTGCGCCAGGTGCCGTGAGGGCTA 
CTTCCTGACGGACGAGAGGACGTGCCTGGTGTACCGCGATGGCGGCGTTGT 
GGCCGTGTCGATCGGAGCGGCTGCTGCCGCTGTTGTGTGCATGGCTGTGCT 
GCTGAGCGTGGGGCTGGCGGCGTGAGGATGCCGCTGCTGTCGCGCGCAGGC 
GGCGGCACCCGCTGQGTGGCACACGACTGCGTGCTTGCGTGCAGCACCGCG 
CCCTGCATTGGCGTGCGTGTGCGCGTCTGTGTGTGCATGGCTGCTGACGGT 
GCCTTTCGTCCTGCCTCTCGCTGCCTCTGCCTCTCTCCGCGTGTGAATGCT 
GTGGGCTGTGTTTGGGGCTCTCGTGCGGCGCTGCTGTACGGCTGCTGCTTC 
TTCTCCACCCTCCTCTCTCGCATGCCGGCGAGGGAGGGGTGGCACGTGCGC 
GTGTGCCGCTGCGCTTGCGAGTGCGTCTGTGTGTGGGCCTTCACCACGTGC 
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TACGGTCACGCCTTCTCGGCTGGCCACTCGCGGCGCTGAGGGCGGTGTGCC 
CTTCCCCTCGAGCGCCGTCGCACTCTCTTCCGCGCGCCTGCGCGGGCTTCT 
TCGTGCGCTGTGCTCAGCCGTGCGCTCTCACCTCTTTCCCTTTTCATTCGC 
'TTGTCTTCTCTCTTCTCCCCCCGCA€TGCGGTCTCCCCTCCTCTGCCGTGC 
GGTGCGCAGGCGGGTGACTTGCCGTTGCGTCTCCCCCTTTCGTGGAGCGCT 
GAGCCGATCCCCCTTCGGCCTCCCTCCTCCCTCCTCCCGTGGGTCCTGTCT 
GTTGTACATCGTCGGACCGTCTCTTCGTGTTGCCTCTCCGCACCTTCCGCA 
AATCTGCGCTCGCCTGTGCCGCCTCTCGGACTTTATCCTTACTGTGATTGT 
ATTCTCACGGTGCGTCTCCGTGTGTGTGTGTGCCACGCACCGCTTCTTCCA 
TGTGTGTCCTTGCTTGCTCTCGTCTGCCCCCCCCCCTCTGCCTCACACATT 
CCGTGCGTGTGTGCATCACCGTTGGGCGGCGACATCGGTGCCCGTCCCTGC 
CACCCTCTACTCCCTCATTCTCTTGCCACTTCGTGGGCGGTGCGTGCATGC 
ATGGATGTATATACACGCATAGAGGGGTGGGGACGCGGGGGATCCTCTAGA 
GTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC 
TGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAG 
CATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAAT 
TGCGTTGCGCTC 
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SEQ N° 6 (Sequence prot^ique A3B) (sens direct) 372 aa 

MAQCVRRLVIAAPIAAWALliLCTSSAPVARAAGTSDFTEAQQTNTLTVLQAFARAIPAL 

GDTWTGSDFCSWKHIICDSPGVGVWMGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMITELNFSAMGQG 

LSGTLPPSWSSLTSLISLCIEKSEKVT^GTLPAQWSSMTSLDNLNLHDTAVSGTLPAQWSS 

MKQLTVLDLEGTKVSGTLPSEWSGMAKAEA't^QLENCGLSGSLPPSWSAMPKLRIVSLSGN 

HFCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASST 

PSPGSGCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHDGGVAAASSGAVAAAAVW 

AAVLIiSVGLVA* 



SEQ N° 7 (Sequence prot^ique 2C1) (sens direct) 287 aa 

MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMITELNFSAMGQGLSGTLPPSWSSLTSLISLCIEKSEK 
VTGTLPAQWSSMTSLDNLNLHDTAVSGTLPAQWSSMKQLTVLDIiEGTKVSGTLPSEWSGM 
ABCAEAVQLENCGLSGSLPPSWSAMPKLRIVSLSGNHFCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHM 
GEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTPSPGSGCEVDGCEVCBGDSAARCAR 
CREGYSLTDEKTCVANHDGGVAAASSGAVAAAAVWAAVLLSVGLVA* 



SEQ N** 8 (sequence proteique lAl) (sens direct) 311 aa 

MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMIMALDFGAMGQGLSGTLPPSWSSLTSLMSLWIEKSEK 
VTGTLPTQWSSMKQLTLLHLKGTKVSGTLPPEWSGMTSLDDLNLHDTAVSGTLPAQWSSM 
KQLIDLDLEGTKVSGTLPPEWSGMAKAEALQLKYCDLSGSLPPSWSSMQKLRIVSLSGNH 
FCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTP 
SPGSGCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHDGGVAAASSGAVAAAAVWA 
AVLLSVGLVA* 



SEQ 9 (Sequence proteique 2G1) (sens direct) 238 aa 

MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMITELNFGAMGQGLSGTLPPSWSSMKQLIDLDLEGTKV 

SGTLPPEWSGMAKAEALQLKYCDLSGSLPPSWSSMQKLRIVSLSGMHFCGCVPDSWREKD 
RLDVTIEEWHMGEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTPSPGSGCEVDGCEV 
CEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHDGGVAAASSGAVAAAAVWAAVLLSVGLVA* 



SEQ 10 (Sequence proteique W2) (sens direct) 271 aa 

MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMITELNFSAMGQGLSGTLPPSWSSLTSLISLCXEKSEK 
VTGTLPAQWSSMTSLDNLNI,HDTAVSGTLPPEWSGMTSLDDLNLHDTAVSGTLPAQWSSM 
KQLIDLDLEGTKVSGTLPPEWSGMAKAEALQLKYCDLSGSIiPPSWSSMQKLRIVSLSGNH 
FCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTP 
SPGSGCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGYS* 



SEQ 12 (Sequence proteique IJll de Ldi) (sens direct) 464 aa 

MALCVRRLVLAATLAAVVALLLCTSSAPVARAAVKDDFTAAQRTNTLAVLEAFG 

RAIPELGKLWKGDDFCFWESVVVRCDRSVLGGKSVIUUPARCRRCLWTSTTRPSW 

SSTSTFPKWGWGWAERCRTAGAGCRDWPHLRCRAAAWAVRCPPRGARWSLWCR 

CGLRVVKVLPASCRLSGARWNRWEISICMARRPPARCRLSGARWNRWPFSICRTL 

RLPAVCRLSGAQWNPWPFSVWMARRFPARCHPSGARWHRWAFSVWRVLSSPAR 

YRPSGSGMTSLVTLFLQGTQVSGTLPPQWRSMLNAEFLQLENCDLSGCLPPEWAA 

MPKLRHVELKGNQFAGCVPDSWAQKAGLVVEmDKHTGNSCIAGADCATTTT^ 

EPTSTASPTATPTSAPETECEVDGCEVCDGDSAARCARCREGYFLTDERTCLVYRD 

GGWAVSJGAAAAAVVCMAVLLSVGLAA* 

Figure 7 suite 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 2005/051989 



14/14 



PCT/FR2004/002955 



2.5 



1,5 



CO 



.0.5 





ILdiMonl 
|LdipTEXclone2 

| Ldi Ui 1 sens clone 3 



30 minutes (10/1) 2 heures (10/1) 48 heures (lOA) 



Figure 8 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR STOES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



